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腫瘍組織と宿主 と の 関係 は , 魔境組織 の 抗原性と瞳
瘍組織 に対 する宿主の 免疫応答や , 腰壕 組織 の 産出す
る種々 の 物質 が お よば す 宿主 へ の 影響と して と ら えら
れて い る . そ こ で , ヒ ト瞳壕特異抗原の 存在を明 らか
に し , そ の 検出方法 を確立 し , そ れ に対する免疫応答
を証明 す る こ とや 高め たり する こ と ,▲あ る い は治療 へ
の 応用 が 多くの 人 に よ っ て 試み ら れ て い る . す で に
1965年 Goldら 王) は , 大腸痛組織 に腫瘍特異抗原が
存在する こ とを異種の 動物を免壊 して得 た抗血清 に よ
り示 し , 胎 生 2 ～ 6 カ月 の 消化管組織 に も共 通 の 抗原
性をも つ もの が存在す る こ とか ら , 彼 ら
2) は こ の 大
腸棒杭原 を Ca r cin o e mbryo nic Antige n (以 下
C E A) 省略) と命名 し た. つ い で T ho m s o nら 3 )
は この C E Aの Radioim m u n o a s say ( 以1rR I A
と省略) 法を開 発し , こ の 方法 に よ っ て 種々 の 疾 患に
おける 血 中 CE A値を測定 した . そ の 結果 C E Aは大
腸熔特異性の 非常に 高 い も の で あ る と報告 した .
その 後多数 の 研究者 の 追試 卜 9)に よ ると , 血中 C E A
は大腸癌 に 必 ず し も特 異的 で はな く , 種 々 の 癌組織に
多く 含ま れ る ばか り で なく , 正 常の 組織 に も微塵 に 存
在す る こ と が 明ら か に さ れ た . 今日 で は C E A は腫瘍特
異抗原 (tu m o r spe cific a ntige n) よ り む し ろ腫瘍関
連抗原(tu m o r a s s odiated a ntige n) とみ な さ れ て い
る ･ こ の よ う に Gold ら1 Jo)唱 え た C E Aは大腸癌特異
性が低い こ と が証 明 さ れ たが , 癌の 補助的診断 ∴治療
効果の 判定 柑 や 痛手術後 の 経過追跡 の モ ニ タ ー と し て
有用で あ る こ とが 明 らか に さ れ る- 0
~
= 別 に お よ び 日 常
臨床に 広 く用 い られ て い る . 一 方 C E Aの 免疫学的解析
が抗血清 の 反 応 を中心 と して 行わ れ , よ り高 い 抗血清
を得 よ う と い う努力が なさ れ て い る 川 . ま た C E A と交
叉反応を示 す C E A関連物質 に つ い て は ,研究者 に より





Ⅲ2 2l. β2 - Pr Otein2 3), T E X2 41と して C E A と比較報告
さ れ て い る .
著者 は .腫瘍 関連抗原 と して 考え ら れ て い る C E Aに
つ い て , 腫瘍特異抗原 の 実体 と , C E A関連物質 と の 関
係 に 興 味 を持 ち , ヒ ト大腸癌の 肝転移組織 より , C E A
の 分離 . 精製 と抗原 の 解析を試み た . そ の 結果 , 癌組
織申よ り C E Aの ほ か , CEA 関連抗原を単離 しえ た の
で , C E A と C E A関連抗原の 関係を検討 しさ らに . 市販
の 抗 C E A血清 と の 比較評価を行 っ た .
ま た著者 が 分離精 製 した大 腸璃 に 特異性の 高 い C E A
およ び抗血 清の 免疫化学的解析 を行 っ た の で そ の 成 績
に つ い ても 論 じた い .
材料お よ び 方法
1 . 組 織材料
研 究に 用 い た ヒ ト大腸横の 肝 転移組織 は , 大阪 大 学
医学部第 一 病理 宮本誠博士よ り供与さ れ たも の で , 組
織学 的 に 腺熔 で ある こ と を確認 し た . 剖検に よ り摘出
さ れ た肝串云移組織は , た だ ち に-200C に 凍結し ,以 後
使用ま で-20
0
C に 保存 した .
2. 抗原の 抽出
腫瘍組織 か らの 抽出は K ruPey ら
2 7}の 方 法に 準 じ て
行 っ た . す な わ ち大腸癌肝転移組織材料よ り 肉眼 的に
非癌組織 を で き る だ け 除去 し た の ち , ミ ン チ 状 に し .
Studie s o nCarcin oe mbryonic Antige n(C E A)Fro m Carcino m a of the Hu m a nDige stiv e
Syste m Takeshi Fukuha r aSu rgic al Departm e nt of Institute Canc e rRese arch(Dire-
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等量 の 生理 食塩水 を 加 え ミ キ サ ー (ナ シ ョ ナ ル
M X140S型) に よ り , 1 0分 間 ホ モ ジ ネ イ ト し た 後
11960g , 30分 , 4
0
c で遠心 し た . そ の 上清 に 最終濃
度 0.6 Mに な る よう に 過 塩素酸 ( 以下 P C A と省略) を
加 え 接伴 し た の ち 再 び 11960g. 30分 , 4
0
c で 遠心 し
た . その 上酒 を ビ ス キ ン グ チ ュ ー ブ ( 1 8/ 32) に て
流水中で 48時間透析後 , 脱イ オ ン 水 に て 更 に 24時間
透析 し , 凍結乾燥を行 っ た ( 得られ た粉末 を以 下 P C A
抽出物 と省略す る).
3. 抗原の 精製
P CA 抽出物を Bio-Gel A- 5 m (Bio Rad 社)
(2.6 × 90c m) の カ ラ ム で ゲ ル 濾 過 を 行 い , C E A活性
の あ る 分画 を 日 本 ロ シ ュ 社 C E A キッ ト の Zir-
Cho nyl ゲ)L/ ( 以下 Z- gel と省略)(日本 ロ シ ュ 社)
RI A法25) 28厄 より . A .B.C 分画 に 分 け た . 次 に B ,C 分
商 に つ い て , Sepha c ryl S- 20 0(1.6 × 80c n) カ ラ
ム で 再び ゲ ル 濾過 を行 っ た . 溶 出 に は , い づ れ も 0.1M
ト リ ス 塩酸緩衝液 (pfi8.0 ) を用い , 再 ゲ ル 濾過 後 も
C E A活性を示す各 フ ラ ク シ ョ ン を , 同 じ く Z-gel
法 に て 測定 L , C E A活性 をも つ 分画を 集め 精製 し , こ
れ を C E A抗原と し . 再 び脱 イ オ ン 水 に て 24時間透析
し , 凍結乾燥を行い 以 後 の 実験 に 用 い た .
4. 抗血清の 作製
抗血清の 作製 は P C A抽出物 を Bio-Gel A q 5 m カ
ラ ム で ゲ ル 濾 過 を 行 っ た の ち , C E A活 性 部 を
Sepha c ryl S叩 200 カラ ム で 再 び ゲ ル 濾 過 し 得 ら れ
た C E A活性を示す分画 つ ま り B I, C I･ C Ⅱ分 画
の 乾燥粉末約 0.6mgを 1 扉脱 イ オ ン 水 に 溶解 し , 等量
の Fr e u nd c o mplete adju vant(DIF C O社製)を加え
て 乳化 し た もの を抗原 と し て 用 い た . 雉系白色モ ル モ
ッ ト (日本 ク レ ア 社) 80匹の 背部皮下数 ケ所に 抗原を
注射 し , さ ら に 4 週間後 に 等量 の 追加免疫を行 い . 追
加免疫後 2過日に 採血 し , 血 清を 分離 し , こ れ を 抗血
清 と して 以 下の 実験 に用 い た .
5. ポ r)ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電気泳動(以下 P A G E
･ と省略)
本法は , ゲ ル濾過 により精製 したヒ ト大腸囁 P C A摘抽
物 の 純化程度 t 蛋白 ､ 糖含量 の 検討 お よ び分子量を測
定す るた めに 行 っ た .
Da vis ら2 8)の 方法 に 準 じ て 5 %ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド
ゲ ル を用 い た P A G E を各チ ュ ー ブ (0.5 × 7c m) 当り
5m A, 4時間の 通電 を行 っ た . さ ら に S hapiro ら2 B).
林 ら3 O}の 方 法 に よ り 0.1 % Sodiu m dode cyl
S ulfate(以下 S DS と省略) を含 む 10 % ア ク リ ル ア ミ
ド電気泳動(以下 SDS - P A G E と省略)を初 め の 1時
間は各チ ュ ー ブ (0.5 × 7cm) 当り 1m A. 以後 各チ エ
ー ブ 当り 8m A 7時間の 通 電 で 行 っ た . 泳動後の ゲル
の 染 色 は ･ 蛋 白 梁 色 に は Co om a s sie-Briliant
blu e
3u を 糖染色 に は P A Sを 用 い , 分子量 測定の マ _
カ ー と し て Calibratio n KI T(P ha rm a cia 製) を使用
し た .
6. ゲ ル 内二 重拡散沈降反応
抗原 の 解析 あ る い は 抗血清 の 反応性 の 検討 は
,
Ou chte rlo ny 法
3 2)に よ る ゲ ル 内二 壷拡 散沈降法 で 行
っ た . プ レ ー ト は 充分 に 二 日 間0.15 M塩化 ナ ト リ ウ ム
加 ホ ウ 酸緩衝液 (以下 B S Bと 省略) で 洗條後乾燥して
ア ミ ド ブ ラ ッ ク 10B 染色を行 い っ い で 1 0 %酢軌 25
% エ チ ル ア ル コ ー ル 溶液 で 脱 色を行 っ た .
7･
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Ⅰ標識 C E A と抗血清 の 結合能 の 測定 (二 抗体
法 に よ る RI A法)
C E A キッ ト(ロ シ ュ 社)に 含まれ る1 2 $I標識 C E A標
品(以 下' 2 5Ⅰ - C E Aと 省略) を利用 し て 著者 の モ ル
モ ッ ト 抗血清の 特異性を検討 し あわ せ て C E A精製過
程に お け る抗原分画の 活性 を調 べ た . - 2 5ト C E A と抗
体の 結合能 と , その 結合能の 阻害活性を制定す る ため
に
,
二 抗体法 は , Ma cS w e e nら 細 波辺 ら3 4}の 方法を用
い た .
第 二 抗体 と し て 家 兎抗 モ ル モ ッ ト IgG 血清を加え,
得 られ る沈降物 と , Z･- gel 法に よ っ て 得 られ る沈降
物の 対射活性 を ウ ェ ル 型 γ カ ウ ン タ ー (Se a rle 杜
a uto w e11ga m m a c o u nte rty pe l185 )で 測定し解
析 し た . す なわ ち あ ら か じ め 5倍 に 生理 食塩水で 希釈
して あ る正 常 モ ル モ ッ ト 血清 に よ り , モ ル モ ッ ト抗
C E A血清を , 稲 々 の 濃度 に 希釈 し , そ の 25/J∠ を血清
と して 使用 した . ま た こ れ に 阻害活性能 を検討する抗
原を種 々 の 濃度 で 加 え . つ い で 1 2 8I - C E A を 25p川口
え 37℃ ､ 2時間反応 させ . さ ら に 4 ℃, 12 時間反応
さ せ た 後 , 第 二 の 抗体 と し て 家 兎抗 モ ル モ ッ トIgG 血
清 1 00〃ヱ を 加え て 再 び 4 ℃ , 24時間静置し て 沈降物
を形成さ せ た . こ の 沈 降物 に B S B を2 m川口え 遠心
( 1 500g , 20分)す る . 洗條操作 を 2回行 っ た後, γ-
カ ウ ン タ ー で
- 2 5
Ⅰ放射活性 を測定 し た . 同時 に モ ル モ
･ ソ ト 抗 C E A血清の 特異性 の 比較検討 に C E A キッ ト
(ロ シ ュ ) に よ る方法 も用 い た .
8 . 精製 CE A抗原の 化学的修飾
C E Aの 生化学的性状 を検討 し , 抗原決定基 を明らか
に す る ため に . 精製抗原 に 次 に の べ る化学的修飾を行
っ た .
1) 還 元 ･ ア ル キ ル 化 : E delm a nら3 57の方法に
準 じ, 6M グア ニ ジ ン 蟻酸(0.5M ト リ ス 塩酸緩衝液,
0 .2m M E D T A を含む)緩衝液 に 精製 C E A抗原を溶解
し窒素 ガ ス を封入 し , 2 - メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル( 2-
ヒ ト消化器癌 にお ける Ca r cin oe mbryo nic Antige n(C E A) の 研究
M E) 160m M を加え さ ら に , 50℃ . 4 時間イ ン キ エ
ペ ー ト した . ア ル キ ル 化 に は ,320m M ヨ ー ドア セ ト ア
ミ ド(IA A)を 還元反応後の 反応液 に 窒素を封入し な が
ら加え , 暗室 に て 24 時間静置し , そ の の ち脱 イ オ ン 水
で 24時間透析 を行 い , 反応液の 試薬 を除き t 凍結操作
を行 っ た .
2 ) 蛋白分解酵素処理 : W e stw o od ら3 6)の 方法
に 従 い , ペ プ シ ン (P 【 L 社製), 細 菌ア ル カ リ 7
0
ロ テ
ア ー ゼ (P- L社製) ト リ プ シ ン (D ifc o 社製)の 三種
蛋白分解酵素を そ れ ぞ れ の 至 適p8下 に 精製 C E A との
重量 比 1:50に な る よ う に 溶解 し 37 ℃に て 反 応 さ せ
た .
3) ノ イ ラ ミ ダ ー ゼ に よ る消化 : Bu rto n ら3 7)の
方法に 従 い Vibrio chole r aNe u r a mida s e(Sigm a社
製)を 0.01M 塩化 カ ル シ ウ ム を加え た 0.1 Mク エ ン 酸
ソ ー ダ (pH5.5 )に 精 製 C E A抗原重 量 1 mg 当 り
Ne u ra mida s e30 単位に な る よう 加 え37 ℃ , 48時間
処理 を行 っ た .
4) グア ニ ジ ン , 尿素 , S D S処理 : 6M グア ニ ジ
ン緩衝液 . 2 % S D S, 6M 尿素を作製 しそ れ ぞれ 精製
C EA 抗原 を 2.5mg/ mLに な る様溶解 し ,37 ℃. 2 時
間反応 し , 透析後実験 に 用 い た .
9. ア フ ィ ニ チ イ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ に よ る検討
C N Br - aCtiv ated Sepha r o s e4 B(Pha r m a cia 製)
乾燥重量 1gr づ っ を 用 い フ ァ ル マ ン ア の 文 献3 8)に 従
い , 精製 C E Aの C I･ C Ⅲ分画 を そ れ ぞ れ 乾燥室 量
28mg, 2.8 帽 , 0.28mgを カ ッ プ リ ン グさ せ て , ア
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図1 大腸癌肝転移組織の 過塩 素酸抽出物の Bio-
Gel A･5m カ ラ ム に よる 溶出パ タ ー ン
添 加 :400m g 凍結乾燥標品を 4ml の 水 に
可 溶化 した も の
カ ラ ム :2.6× 90c m
流 速 :20ml/時間
採取液量:4ml/試験管
溶 出液 :0,1モ ル トリス 塩酸緩衝液 pH 8.0
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C E A血清 の 吸 収実験 を行い 抗血晴の 反 応 性 を 検討 し
た .
10. ア ミ ノ 酸分析
精製 し た抗原 の 化学的性状を検討す る た め ア ミ ノ 酸
分析を行 い , 従来 の 報告と 比較し た . す なわ ち ア ミ ノ
酸組成分析は , 6M 蟻酸 . 24時間 , 107 ℃で 加水分解
し た授 . 高速 ア ミ ノ 酸 オ ー ト ア ナ ライ ザ ー (日 立 835)
を 用 い 清水章博士 ( 大阪大学申検)の 御協力に よ っ て
行 っ た .
11. 液体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る検討
高速液体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ( 島津C C- 3A R) を
用い . 水系 G P C法 に よ り , パ タ ー ン 分析を行 っ た . 本
実験 は島津製作所計測事業本部分析セ ン タ ー (京都)
の 協力に て 行 っ た .
12. 提の 測 定
権威分の 測定 には; Dubois ら3fり の 方法 に従 っ て ,
フ ェ ノ ー ル 硫酸法に よ りグ ル コ ー ス 畳を測定 した .
成 横
1 . 抗原の 精製と 性状
1) B io-Gel A - 5m ゲ ル 濾過の 結果
大腸癌肝転移組織 の P C A抽出物 を Bio - Gel A-
51n カ ラ ム に よ り ゲ ル 濾過し た 溶出物 の 280n m に お
け る吸 光度 よ り得 られ る溶出 パ タ ー ン は図1 に 示す 通
り で あ る . 溶 出さ れ た各チ ュ ー ブに つ い て , C E Aロ シ
ュ キ ッ ト を用 い て 直接法 に より C E A活性 を測定 す る
と , C E A活性 を も つ 三 つ の 分画 に 分け られ る . そ れ ら
を そ れ ぞ れ A,B,C 分画 と名 づ けた (図1).
こ の A,B ,C 分画 と モ ル モ ッ ト抗 C E A血清(No. 28)
を用 い て ゲ ル 内 二 重拡散沈降反応を行 う と写真1 に 示
す ごとく B 分画 は . 最 も強 い 沈降線 を形成す る . しか
し A お よ び C分画 は濃縮す る こ と に より よ う や く 弱
い 沈降線を 形 成す る に す ぎな か っ た . 特 に C 分画 は,
健康 ヒ ト 糞便の P C A抽出物 と抗原性が 一 致 す る 沈降
線が得 られ た (写 真1). し か し抗 C E A血清(No.28)
は健康 ヒ ト 血清 , 大腸粘膜組織 t 脾 臓 お よ び 肝臓 の
P C A抽出物と は. 全く沈降線 を示さ なか っ た . A ,B ,C
抗原の 抗 原活性 を検討す る た め に 以 下 の 実 験 を行 っ
た . す な わ ち モ ル モ ッ ト抗 C E A血清 (No.28) と1 2 6Ⅰ
- C E A との 抗 原抗体反応物 と第二 抗体を加 え て 生 じ
る 放射活性沈降物 を カ ウ ン ト (cpm) し そ れ を 100 %
と し . こ れ に A,B. C 各分画 を加え た時の 放射活性沈降
物 の カ ウ ン ト の 低下 を比較 し た . 加え る A,B,C 各分画
の 蛋白量 を波長 280n m で の 吸光度 で あ らわ し 横軸 に
示し た ( 図2). そ の 結果 , B 分画が最 も阻害活性が強
く . つ い で C 分画 A 分画の 順 に 阻害活性が低下す る こ
870
と が わ か っ た . 50% 阻害活性 を示 す抗原必要量 を比較
す る と 表1 に 示 す ご とく , A 分画, B 分画 , C 分画の 比
は 約1:19:9 に な っ た .
同様に AtB,C分 面 につ い てフ ェ ノ ー ル ー 硫 酸 法 で グ
ル コ ー ス 量を測定 し , A,B ,C 各分画の 阻害活性度 を グ
写 真1 モ ル モ ッ ト抗 C E A血清と A, B, C 分画の
ゲル 内二 重 拡散沈降法
中心孔 : モ ル モ ッ ト抗 BI血清 (No.28)
A : A分画 20mg/ml
B : B分画 1 m g/ml
C : C 分画 50m g/ml
Fe c e s: 糞便過塩素酸抽出物 10 0m g/ml
粗CE A: 大腸癌肝転移組織過塩素酸抽出物 10m g/ml
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図 2 ニ 抗体法に よ る l彷I C E Aと モ ル モ ッ ト抗
C E A 血清の 結合能に 対す る A, B, C 分画 に よ
る 阻害度
横軸 :A, B, C 各分画の 蛋白畳 を波長 280n m に
お け る吸光度で あらわ したも の
縦軸 :1 25I C E A抗原とモ ル モ ッ ト抗 C E A 血
清複合物の 二 抗体法 に よ る沈降物 の カ ウ ン ト
100%と し A, B, C 分 画を添加 した と き の 沈
降物の カ ウ ン ト を百分率で示 した も の
原
ル コ ー ス 量 で 検討す る と , 前述 の 蛋白量 で 測定 した結
果 と同様 に , B 分画 で 最 も 強い 阻害活性 が み ら れ た(図
3). 50 %阻害活性 を示 す抗原必要量を抗原中に 含ま
れ る グ ル コ ー ス量 で 示す と , A 分 画 3500ng , B 分画
130n g, C 分画 50 0ng で あ っ て , A ,B ,C 分画の グル
コ ー ス 当り の 必 要抗原量 の 比 は , 約 1:27:7に な っ た
(表1).
次に A .B .C 各分画 の そ れ ぞ れ に つ い て , 5 %ポ リ ア
ク .) ル ア ミ ド を用 い た P A G E を行 い 精製 の 程度 お よ
び蛋 白 と糖 の 総成 に つ い て 比 較し た (写真2). その 結
果 , A 分画 は5 %ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 内に 入らず .
か な り高分子の も の と 考え ら れ た . P A Sに よ る糖染色
は濃染す る が . Co o m a s sie - Brilliant blu eに よる蛋
白染色は淡 青色に 染色さ れ た . B 分画 は 5 %ポ リ ア ク
リ ル ア ミ ド ゲ ル 内 に 入 る易動度の 遅 い･W一 本の 幅広い バ
ン ドで あ っ て , 糖染色の 濃度 は蛋白染色 と同程度で あ
っ た . ま た 一 部 に 次 に の べ る C 分画が わず か に 混入し
て い る こ とが 認 め ら れ た . C 分画 は蛋 白染色 で は易動
度の 早 い 多数 の バ ン ド に 分か れ る が , 糖染色 で はそ の
う ちの 一 本 の バ ン ド の み が染色さ れ る に す ぎず C 分
画の 組成 は多様性 で あ る と考 え ら れ た .
2 ) Sephacryl S-20 ゲル 濾過 に よ る 検討
前述 の 結果か ら B 分画に は C 分画の 混 入 が C 分画
に は B 分画の 混入が 認 め られ た , そ こ で B.C 分画の 分
離精製 を す す め る た め Sepha c ryl S- 200カ ラ ム に
ょ る ゲ ル 櫨過 を 行
'
っ た . そ の 溶出 パ タ ー ン を 280n m の
波 長に お け る吸【光度で 表す と図 4 に 示す 通 り で ある ･
溶出さ れ た各 チ ュ ー ブ に つ い て C E A キッ ト (ロ シ ュ )
川】 川 `
グル コ ー ス ng/試験管
川 10‡
図3 二 抗体法に よる 1 欝I C E Aと モ ル モ ッ ト抗
.
C E A血清 の 結合能 に 対す る A, B, C 分画 に よ
る 阻害度
横軸: A, B,C 各分 画の 糖量 を フ ェ ノ ー ル 硫酸法
で 測定 した グ ル コ ー ス 量 で あら わ し た
縦軸 :1 25I-C E A抗原と モ )L/ モ ッ ト抗 CE A 血清
複合物の 二抗 体法 に よ る 沈降物の カ ウ ン ト を
1 00%と し A, B, C 分画 を添加 した と き の 沈降
物の カ ウ ン ト を百分率で 示 したも の
ヒ ト消化器癌 にお ける Ca r cin o e mbryonic Antige n(C E A) の 研究
を用 い て C E A活性 を測定 L , C E A活性 の あ る部分 の
み を集 め て 精製 し た . そ の 結果 B 分画 は , 接近 し た大
小二 つ の ピ
ー ク .B I,B □ と さら に 遅れ て 溶出す る小
さ な ピ ー ク BlIIに 分 け ら れ , 初 め の R l ピー ク に
一 致 して C E A活性 が認 め ら れ た . C 分 画は極 め て 接
近し た C I, C Ⅲ の 小さ な二 つ の ピ ー ク と こ れ に 遅 れ
て溶出 され る大 き な ピ ー ク C Ⅲの 図4bに 示す よ う な
溶出パ タ ー ン で あ る .C E A活性 は C I｡ C IIに は あ る
が , C Ⅲに は認 め な か っ た . こ れ ら に つ い て S D S≠
PA G E を行い さ ら に Co o m a s sieM Brillia ntblu eに
ょる 蛮白染色を行う と
′
与東3 の ご とく で あ る .
同時に 行 っ た 分子量測定 マ ー カ ー キ ッ トの 結果か ら
B I は分子量約 20万 ダル ト ン の一岬"■本の 濃 い バ ン ド と
分子量約 6万 ダ ル ト ン と 考え ら れ る淡 い
一 本 の バ ン ド
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に 分か れ た .
C I｡ C Ⅲ は分子量約6 万ダ ル ト ン の 位置に 一 本 の
バ ン ドを 示す の みで あ っ た . こ れ ら の C E A活性 の 認 め
ら れ る B It C I ･ C IIに つ い て 水系 リ ン 酸緩衝液 に
ょ る 高速液体ク ロ マ ト グ ラ フ に よ る パ タ ー ン 分析 を行
っ た
.
そ の 結果 は図 5 の ごと く で あ っ て ,B I は一 本の
ピ ー ク で あ り , そ の 形状 も対称性で あ る こ と か ら 分子
量 が 均 一 で あ る と示 さ れ , こ れ が S D S- PA GE の 条
件 に より 二 本の バ ン ドに 分か れ た もの と考 え られ た .
一 方 C I･ C Ⅲ も高速液体ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の パ
タ ー ン 分析を 行う と , 左右対称 の 均 一 な 同じ分子量 の
大 き さ の も の か ら な り , B I よ り 小 さ く S D S-
P A G Eに よ っ て も ー 本の バ ン ド しか 示さ ず, 上述 の B
I よ り分離 して く る分子量約20 万ダ ル ト ン と 6 万ダ
表 1 二抗 体 法R IA によ る
1 2 5
I- CE Aと モ ル モ ッ ト 抗C EA 血清の 免授沈降物 を50%阻害 す る に要する
各分 画 の 蛋 白畳ま た は糠星
分 画
蛋 白 量 グ ル コ
ー ス 量
2 80n m に おけ る 吸光度 比 率 重 量 ng 比 率
A 35 × 10
4 ロ 3 5 0 0 ロ
B 1.8 × 1 0
4 1 9 1 3 0 2 7
C 4 .8 × 1 0
4 9 5 0 0 7
1 2 3 4 5 6
写真2 Bio-Gel A-5 m 抽出物 A(1,2) B(3,4) C(5,
6) 分画の 5 % ポリ ア ク リル ア ミ ドデ ィ ス ク 電気泳動
1,3, 5:Co o m a ssie - Brilia ntblu e染色
2,4, 6:P A S染色
q 50 川8 0 50 =川
拭験管 試験 管
図 4 B,C 分 画の Sepha c ryl S
･2 0 0 カラ ム に よる
溶出パ タ ー ン
添 加 :20m g 凍結乾燥標品 を 2Iml の 水 に 可
溶化 した も の (a はB分画, b はC 分画)
カ ラ ム :1.6× 80c m
流 速: 4ml/時間
採取液量 :2ml/試験管
溶 出 液 :0.1M トリス 塩酸緩衝液 pH 8. 0
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BI cトCII
写真3 Sepha c rylS-200 ゲル 濾過後 の BI(左)
CI･CI ( 右)分画の 0.1% S DSlO%ア クリ ル
ア ミ ドデ ィ ス ク 電気泳動
鹿
ル ト ン の 後者 に 一 致 す る も の と 考え ら れ る .
3) ア ミ ノ 酸分析 に よ る検討
ア ミ ノ 酸分析 の 結果か ら B I と C トC IIに つ い
て ア ミ ノ 酸組成 を比較す る と表 2 の ご と く B I とC
I ｡ C Ⅱ とで は ･ 組成が 若干異 っ て い る こ と が判明し
た ･ す な わ ち B I で は t C I｡ C Ⅱに 比較 し て , リ ジ
ン ･ イ ソ ロ イ シ ン が 少く , 逆 に ス レオ ニ ン , バ リ ン が多
か っ た . そ の 他の ア ミ ノ 酸 に つ い て は , B I とC ト
C iIの 間に 含量の 差 は はと ん ど認 め られ なか っ た
. そ
の 他 ア ミ ノ 酸組成分析の パ タ ー ン より 明 らか に 糖含量
に も差 が あ り【 B Iの 方が C I･ C Ⅱ よ り は る か に 糖
含量 が多 い こ と を 示 して い る .
2. モ ル モ ッ ト抗 C E A血痛の 特異性 の 検討
1) 二抗休法 RI A法に よ る 検討
精製 C E A抗原 で あ る B I分画を抗原 と し て , モ ル
モ ッ トを 免疫 し て 得 た抗血清(No.28, No.39)に つ い て
反 応性の 検討 を加 え た . ま ず B I に 対 す る 抗血清 の
50 倍希釈を用 い ,1 2 6 ト C E A との 二 抗体法 に よ る 結
合沈降反応 に 対す る大腸癌 (2例) 胃癌 (2例) 健康
人の 糞便 ( 2 例)正常肺組織 (1例) 肝癌 (1例) の
P C A抽出物 との 結合阻害活性 を比較す る と図 6a に 示
.⊂ユ 1
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図5 高速液体ク ロ マ ト グラ フ ィ ー に よ る パ タ ー ン 分析
島津高速 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (L C-3 A R) に よ り試料 BI, CI･ CII を水 100pl に 溶か し水系
G P C法に よ り分析 した パ タ ー ン . 移動相に は 0.05M リ ン 酸第 一 カ リウ ム を 用 い カ ラ ム 圧 70
kg/C rn2 流速 1.5ml/分, 感度 32×10~ 5 屈折率で示 した も の
ヒ ト消化器癌に お ける Ca r cin o e mbryonic Antige n (C E A) の 研究
す ごと く ･ 大腸癌 で 最 も 阻害活性 をう け易 く , 糞便や
肺組軌 肝癌で は阻害能が低い こ と が 示さ れ た . 同じ
P C A抽出物に つ い て C E Aロ シ ュ キ ッ ト に 含 ま れ るヤ
ギ抗 C E A血 清と1 2 5ト CE Aの Z- gel 法 の 阻 害宿
表 2 BI分 画 とCI･ CII分 画の ア ミ ノ 酸 組 成の 比較
ア ミ ノ 酸 B I
% n m ol
C I･ C II
% n m ol
リ ジ オ 3 ,0 5 .0
ヒ ス チ ジ ン 1.9 1.4
ア ル ギ ニ ン 1 .0 0 .3
ア ス パ ラ ギ ン 酸 8 .3 7 .9
ス レ オ ニ ン 1 0.6 8 .1
セ リ ン 1 1.9 9 .4
グル タ ミ ン 酸 10.9 1 2.4
プ ロ リ ン 9 .8 1 1.2
グ リ シ ン 5 .8 5 .8
ア ラ ニ ン 6 .4 6 .5
バ Iノ ン 7 .3 5 .9
メ チ オ ニ ン 0 .6 1 .3
イ ソ ロ イ シ ン 4 .6 6.2
ロ イ シ ン 9 .4 9 .6
テ ロ ジ ン 4 .3 4 .2


























































大 大 胃 胃 葉 菜 正 肝
腸 腸 常
痛 播 癒 痛 便 便 肺 凍
川 (2) 川 (2) 川 (2)
図6 1 芸I C E Aと抗 C E A血清の 結合 に対 す る各
種組織過塩素酸抽出物の 阻害能
a : モ ル モ ッ ト抗 C E A血清 (No･28, No.3 9) を用
い た 二 抗体法ラ ジ オイ ム ノ ア ッ セ イ
b : ヤ ギ抗 C E A血清 (ロ シ ュ) を 用い た Z-ゲ
/レ法ラ ジ オイ ム ノ ア ッ セ イ
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性 を み る と ･ 大腸癌･胃 乱 発風 肺組織 な ど い づ れ の
PC A抽出物 に よ っ て も 100 %近 い 阻害能を示し た(図
6b).
こ の こ と は ･ B I を抗原 と し て 作製 した モ ル モ ッ ト
抗 C E A血清 (No･28, No･39 )は ヤ ギ抗CE A 血清 よ り
も大腸 癌に 特異性が高い こ と を意味す る .
2 ) ゲル 内二 重拡散沈降反応 に よ る検討
精製 C EA 抗原 C ト Cロ に つ い て も前述 の 方法 で
モ ル モ ッ ト に 免疫 して 抗 CEA 血清 (岨 54) を作製 し
た ･ こ れ らの 抗 血清 (No.28, 帖 54) を用 い て , B I ,
C I･ C fI およ び CE A関連抗原で あ る胎便の P C A抽
出物 と の 間の ゲ ル 内二 重拡散沈降反応を行 っ た . 写真
4に 示す ごと く抗 B =血清(No.28 )は B l と は軌 ､ 一
本の 沈降線 を示 し ･C I ･ C Ⅲ お よび胎便 PC A抽出物
な ど と は反 応性が弱く , し か も 8 Ⅰ と の 間に Spu rを
形成 する ･ こ の こ と は B I とC ト C Ⅲお よ び 胎便
P C A抽出物 は抗原性 が 一 部分異 るが他 の 部分 は, 共通
して い る こ と を 示し て い る .
一】-■′-･･方抗 C I･ C Ⅱ血清(No･ 54)は B I との 間に 1本
の 沈降線 を形成 し ･ さ ら に C トC ∬と の 間に は , 日 Ⅰ
と融合す る 二 本の 沈降線を形成 す る , また抗C ト C II
血 清は脂便 P C A抽出物 と 2本 の 沈降線を生 じ そ の 沈
降線は C I･ C Ⅱ との 間に 生 じ た沈降線 と も 融合 す
る
･
こ の こ と か ら抗 C い C Ⅱ血清は . 二 っ 以上 の 成
分か ら な る こ と が判明 し た . しか し液化 ク ロ マ ト ブ ラ
写真4 抗 BI 血清 お よ び抗 C トCII血 清の ゲ ル 内二
重 拡散沈降法
中心 孔
左 : モ ルモ ッ ト抗 BI血清 (No.28)
右: モ ル モ ッ ト抗 CI･ CH 血 清 (No.54)
1, 5 BIlm g/m1
2, 6 CI･CIIlOm g/rn1
3,4 胎便 P C A抽出物 100IT】g/ml
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フ ィ に よ る C い C Ⅱの 解析 で は , 約 6万 ダ ル ト ン の
均 一 の 物質 で あ っ た ･ 以上 の 事実 か ら C い C Ⅲ は胎
便 P C A抽出物 に も存在す る C E A関連抗原と抗原性
の
点で 同 一 の も の で あ る こ と を示 して い る ･
3) ア ブ イ ニ チ イ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー に よ る検討
B I と C I･ C Ⅱ の 関係 を明 ら か に す る た め モ ル
モ ッ ト抗 B I血清 (No.28) に つ い て , C I
･ C Ⅲ を
C N Br - Sephr o s e4Bに 結 合さ せ て 作製 し た 7 フ ィ
ニ チ イ ク ロ マ ト カ ラ ム を 用 い て 吸収実験を行 っ た ･ 結
合 さ せ る C I･ C ‡量 を増加す る に つ れ カ ラ ム を 通
過後 の 抗 B I血清は , C い C Ⅱに 対す る活性 が低下
す るば か り で なく B Iに 対 し て も低下 す る ･ C 卜 C
I が 28mg/乾燥重量 1gr の カ ラ ム で は , B I お よ び
C I･ C Ⅱに 対 す る抗体活性 も消失 し た . こ の こ と ば
抗 B I血清 は , C I｡ C Ⅱ お よ びB I に 共通 の 抗原決
定基に 対す る抗体活性 を も っ て い る こ と を 示 し て い
る .
3. CE A抗原分子の 化学的修飾 お よび 酵素分解に よ
る抗原性 に お よ ぽす 影響 の 検討
1) 還元お よ び ア ル キ ル 化 に よ る抗原性 に お よ ぼす
影響の 検討
B Iに 還 元 , ア ル キ ル 化 お よ び還 元 と ア ル キ ル 化 な
どの 化学的修飾 を行う こ と に よ り抗原性 が ど の 様 な 変
化を示す か を , ゲ ル 内沈降反応で 検討 した ･ ま ず ア ル
キ ル 化処理 の み で は モ ル モ ッ ト抗 B I血清(No･28)と
沈降線 を形成 し, こ の 沈降線 は ア ル キ ル 化処理 を 行わ
な い B I と完全 に 融合し同 一 の 反応 を示 し た . B Iの
還元あ る い は , 還元と ア ル キ ル 化処 理 を 行う と抗 B I
血清 と の 沈降線 が 認められなか っ た(写其5)･ さ ら に 同
様の 処理 つ ま り還 元あ る い は ア ル キ ル 化 お よ び還元 ア
ル キ ル 化処理 を Bio - Gel A
- 5m ゲ ル 濾過 後の A , B ,
C 各分画( 図1参照)に つ い て 行 っ た . 処理 後 の A, B･
C分 画に つ い て
1 2 5Ⅰ - CE A とモ ル モ ッ ト抗 B I血清
(No. 28) と の 結合能 に 対す る阻害活性 を波長280n m
に お け る吸光度 0.300 /mlの 溶液 10/Jエ を用 い て 百 分
率で 示すと衷3 の ご どく で あ る . すな わ ち A分国 は未
処理 の 場合 に 比較 し て還元 ま た はア ル キ ル 化処 軋 あ
る い は還元 と ア ル キ ル 化処理 に よ り抗原性 が 著し く低
下あ る い は 失活 し た . B 分画 は , 還 元 ある い は ア ル キ
ル 化 の み で は 抗原性 に ほと ん ど影響が な い が 還元と ア
ル キ ル 化処理 に よ っ て は じめ て 抗原性 が低下 した . C
分 画は , 還 元 ある い は還 元 と ア ル キル 化 に よ る抗原性
の 低下 お よ び失括 が 認 め ら れ た . 以 上 に よ り最も 強い
C E A活性 をも つ B分 画が 還元 と ア ル キル 化によ り抗
原性 を失活する こ とか ら , B 分画の 抗原決定基は蛋自
性 の 性質 を持 つ こ とが 考 えら れる .
2 )B 分画 の 蛋 白分解酵素 の 処玉里に よ る抗原性に お
よ ぼ す影響 の 検討
B 分画に つ い て , ペ プ シ ン , ト リ プ シ ン ･ 細 菌ア ル カ
リ プ ロ テ ア ー ゼ の 3種類の 蛋白分角牢酵素処理 を行 っ た
の ちの 抗原性 の 変化 を検討す る と図 7 に 示す ごと く還
元 と ア ル キ ル 化の 処理 を 行 っ た場 合と 同様 に 処理 前に
写真5 還元 アル キ ル 化処理 後の BI分画 と モ ル モ ッ ト
抗 BI 血清の ゲ ル 内二 重 拡散沈降法
中心孔 : モ ル モ ッ ト抗 BI血清 (No･28)
1, 3,5: 未処理 B分画 1m g/ml
還元 B分画 1m g/ml
ア ル キ ル 化 B分画 1 m g/ml
還元 ア ル キ)t/ 化B 分画 1 m g/ml
表 3 還 元 ア ル キ ル化 に よ る A, 臥 C 分画 の 阻害 活性の 比較
分 画 未 処 理 ア ノレ キ ル 化 還 元 還 元 と ア
ル キル 化
A 81.6% 3 8.3% 15.8% 11.6%
B 94.7% 90.4% 84.8% 22.9%
C 86.9% 85,0% 55.0% 2 .7%
12 5I C E A とモ ル モ ッ ト抗 C E A 血清の 免疫 沈 降物 に対し, 各分 画を加 え た時の , 結合能を百分 率
で 示 し た｡
各分画畳 は 波長280n m に おけ る 吸光 度0.3ノml を10J上1使 用 し た｡
ヒ ト消化器癌 に お ける Car cin o e mbryo nic Antige n(C E A) の 研究
比べ て 著明 に 抗原性が低下す る の が結合能 の 阻害活性
か ら証 明さ れ た .
3 )B 分画の ノ イ ラ ミ ダ ー ゼ お よ ぴ6M 尿 素, 2 %
S DS .6 M グア ニ ジ ン 処 動 こ よ る抗 原性 の 変化
に お よ ぽ す影響 の 検討
ノ イ ラ ミ ダ ー ゼ 処理 お よ び6M 尿素 . 2 % S D S,
6M グア ニ ジ ン な どの dete rge nt処理 を 行 っ たの ち の
B 分画の 玩原性の 変化を み ると こ 抗体法 R IAに お い
て 未処理 の 場合と 同様に - 2 5ト C E A と抗 B I血清 の
結合能 を 阻 害 し , 抗原性 に は 変化を認 め な か っ た ( 図
8 ).
以上 の B 分画の 抗原 の 各修飾 に よ る 抗原性 の 変化
に つ い て 表 4 に ま と め て 示 し た .
図7 125I C E Aと モ ル モ ッ ト抗 C E A血 清 の 結 合
に 対す る 蛋白分解酵素処理 をした B 分画の 阻害能
横軸は B分画の 量 を 波長 280n m に お け る吸光度
であ ら わ した も の
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考 察
ヒ ト大腸 捌干転移組織の P C A抽出物 を , Bi｡ h Gel
A5m カ ラ ム を 用 い て ゲ ル 濾過▼し , C E A キッ ト (ロ シ
ュ )を 用い て C E A活性 を測定 し た . その 結 軋 C E A活
性を含む A. B . C の 3 分画 に 分 け る こ と が で き た の
で , さ ら に こ れ を Sepha c ryl S
-
200カ ラ ム で より 精
製 し た と こ ろ ･ B l と C ト C Ⅱの 2 分画を得る こ と
が で き た ･ PC A抽Hj物 の 精製 は . Kr upey ら2 7}の 方法
に 準L: てSepha r o s e4B と Sephade x G - 200 を用
い る の が【一一 般 に 行 なわ れ て い る . 著者 の よう に Bi｡ -
Gel A- 5m と Sepha c ryl S- 20 を用い て 精製を 行 っ た
の は, 本研究 が は じ め て で あ る .
次に B l お よび C I･ C ∬に 対す る抗血清 を作製
し
,
こ れ ら を用 い て 二 抗体法の R IA法 に よる B I お よ
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図8 1 25I-C E Aと モ ル モ ッ ト抗 C E A 血清の 結合
に 対す る 6M 尿 素
,
2% S D S, 6M グア ニ ジ ン処
理 を した B分 画の 阻害能
表 4 C E A の化 学 的修 飾 に よ っ て お こ る C EA 杭憶 性の 変 化
C E A グ) 処 理 免 疫二 重拡散沈頗法 Z - ゲ ル 法 二 抗 体 法
未 処 理 十 十 +
グア ニ ジ ン 塩 酸処理 + + +
ア ル キル 化 + + ■ +
蔑 7⊂ + +
還 元 ア ル キ ル 化
蛋 白分 解酵 素処 理
ノ イ ラ ミ ダ ー ゼ 処理 + +
+ :沈 降線を 形成する も の , ある い は RIAで 阻害活性 を示 す もの
-: 沈降線を形 成 しな い もの , あ る い は RI A で阻害活性 を示 さ な い もの
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果 . Coliga n
4 0) ら Roge r s
4 2)
らが 指摘 して い る よ う に
C E A ほ種 々 の 分子 を含ん で い る と い う結果 に な っ た .
す な わ ち PC A抽出物 の C E A活性 を も つ も の は , 5 %
ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド の P A G Eに 入 ら な い 分子量約 30
方 ダル ト ン以 上 の 分子量 の 大 き い も の か ら , 分子量 約
6 万ダル ト ン 前後 の 小分子 ま で の 広範囲の 分子 の 大 き
きで あ る こ と が わ か っ た . こ の 様 な分子の 多様性 は ,
C E A抽出操作の 過程に お け る P C A抽出な どの 操 作 に
よ る C E A分子の 凝集や分解 に 基 づ く もの と 推測 さ れ
る . B I, C I･ C Ilの 分子 は均 一 で C E A活性 を も つ
こ とが 判明 し た . こ の こ と と , 前述の ご とく P C A抽出
物 を Bio - Gel A 5rn に よ り 濾 過 し た 物 質 や .
Coliga n ら Roge r sらが C E A分子 の 多様性 を示 し た
こ と と考 え あわ せ る と , B I お よ ぴC I ･ C Ⅱ は精製
純化 さ れ た も の と い え る .
そ こ で こ れ ら を S D SM P A G Eに か け分子量測定 マ
ー カ キ ッ ト で 検討 す る と tB I は分子量約 20万 ダル ト
ン と約 6 万ダ ル ト ン の 2 つ の バ ン ドに わ か れ る こ と が
示さ れ た . こ の こ と は , Sepha c ryl S- 200カ ラ ム に
より 抽出さ れ た B I は, 上述 の ご とく 均 一 で あ っ たが
S D S- PA G Eの S D S と還 元 の 条件 に よ り 一 部 分 離
し て 20万 ダ ル ト ン と 6万 ダ ル ト ン の 分子が 生 じ た と
考え られ る . 次 に C ト C ∬に つ い て 同様 の 検討 を行
っ た結果 tC I ･ C Ⅱ は分子量約6 万ダ ル ト ン で あ り ,
B Iに 認 め ら れ た/ト分子 の バ ン ドの も の と ほ ぼ 同 じ分
子量 で あ る こ と が判 っ た . こ の 成分 は ,Kes sle rら
24)の
い う 分子量11万 ダル ト ン の い わ ゆ る T E X と は分子
の 大き さ か ら も ー 致 しな い . し か し C E A と交叉反応 を
示す物質 と し て 報 告 さ れ て い る V O nK leist ら
1 別 の
N C A, Mach ら
2 Hの N G P, Tu rbe r ville ら
2 0)の C C E A
-2 はい づ れ も分子量6 万と い わ れ て い る の で 著者
の C I ･ C Ⅱ と分子量の 大き さ は 一 致す る .
B I あ るい は C トCⅡ を抗原 と し て 得 ら れ た モ ル
モ ッ ト抗血清を用 い て ゲ ル 内二 重拡 散沈降法 を 行 っ
た . そ の 結 果 ,C I･ C Ⅱ は抗 C I ･ C II血清(No.54 )
と2本 の 沈降線を形成 し ,そ の う ち 1本 は ,B Iと抗 C
I ･ C Ⅱ血清 に より 形成さ れ る 1本 の 沈降線 と融合
す る . 一 方 C I ･ C Ⅱ と抗 C r･ C Ⅱ血清との 間の 2 本
の 沈降線 は , C E A関連抗原 と い わ れ る胎便 P C A抽出
物 と抗 C I･ C Ⅱ血清との 間に 生 じる 沈降線 と 一 致 す
る . 抗 B I血清 ほ B I との 間に 強 い 1 本 の 沈降線 を形
成 し ,C I ･ C r[ お よ び胎便 PCA 抽出物 と は ご く弱 い
沈降線 しか 認め ず , しか も B I と は Spu rを形成 す る ･
こ の よ う な抗原解析か らの 結果 と ,前述 の B I,C I･
C Ⅱの 分子量 の 検討か ら , B I と C I･ C Ⅱ は･
一 部 共
通 し た抗原決定基を も つ が , 他 の 部分 は 異な る抗原決
定基を も っ て い る と考 え ら れ る . さ ら に C I｡ C Ⅱは
分子量約 6 万 ダル ト ン の 成分か らな る が , 抗原性に っ
い て は 明 らか に 異 な る 2 つ の 成分が 含 まれ て い る こ と
も 判明 した . しか し現在 の と こ ろ両者 の 分離 お よび精
製に は成功 して い な い . い づ れ も CE A関連抗原 と考え
られ る胎便 P C A抽出物 に も 含ま れ る で あ ろ う .
ま た興味 あ る こ と に は , B I が高速液体 ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー か ら均 一 か つ 単 一 の 成分か ら成 る もの と考え
ら れ た が , S D S
- P A G Eに より 分子量約 20万 ダル ト
ン の 主な バ ン ド と C I ま た は C Ⅱに 相 当 す る 分子量
約6 万ダ ル ト ン の バ ン ド の 2 つ の S ubc o mpo n e nt に
分か れ た こ と で あ る . 著者 の 用い た モ ル モ ッ ト抗 BI
血清 は主 と し て , こ の 2 つ の Subc o mpo n e nt の複合
体 に 対す る抗体活性を も つ もの と考え られ る . 現在こ
れ ら の S ubc o mpo n e nt のみ の 分離精製 を試 み る と と
もに . こ れ ら 2 つ の S ubc o mpo n ent の いづ れ か と の
み に 反応す る抗血清 を作 る た め努力し て い る .
本研究 に お け る抗血清 の 作成の た め に 8 0匹 の モ ル
モ ッ トを 用 い た が ,そ の う ち 強い 抗体活性 を示すNo.28
と仙 54 の 抗血清を主 と して 使用 した . 現在ま で の と こ
ろ仙 28 の よう な 2 つ の 複合体 に 共 通の 抗原決定基 に
対 す る 抗休活性 を も つ 抗血清が得 られ た に す ぎな い ･
実際 に C I･ qⅡ を結合さ せ た ア フ ィ ニ チ イ ク ロ マ
ト カ ラ ム の 吸収実験 の 結果 に示 した 様 に 抗 B I血
清 が , CI ･ C Ⅱ を結合さ せ る こ とJこ よ っ て 抗 B I血
清 の C I･ C Ⅱ に対す る活性 が消失する ば か りで な
く , B I に 対 し て の 活性 を も消失 す る .
以 上 よ り B I は分子量約 20万 ダ ル ト ン の 大 腸癌 に
対 す る特異抗原 と分子量約6 万の C E A関連抗原 の 複
合体 で あ り .C I ･ C Ⅱ は分子量 6方 の C F A関連抗原
と推測 し図 9 に 示 す よ う な CE A分子 モ デ ル を 仮定 し
た . す な わ ち , 大腸癌肝転移組織内の C E A分子 の 構成




C I･ C Ⅲの 3 つ の抗原
(旨巨
C ‖鮎貢多;ヒ[;)
図9 C E A抗原の 分離精製
ヒ ト消化器病 にお ける Ca r cin o e mbryo nic Antige n(C E A) の 研究
成分か らな っ て い て . こ れ に PC A抽Hl操作を加え る と
B
′
I , C I およ び C I･ CIIに 分離 す る .B
′
Ⅰ はさ ら
に S D S とメ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 処理 で 図 9 Ⅰ打の ご と
く B
′
Ⅰ と C Iに 分か れ る . ま た抗 B I血清 を用 い た
二抗体法 に よ る RI A法 に お い て 各種癌組織 P C A抽出
物に よ るm 害活牲が抗 B I血清で は C E Aキ ッ ト (ロ
シ ュ 社)の ヤ ギ抗 C E A血清 よ り大腸癌 に より 強 い 特異
性4 3}を持 っ て い る こ と か ら , B
′
Iが 大腸癌特異抗原決
定基 と密接 な関係 が あ る と考 え られ る . さ ら に C I ･
C IJ が C E A関連抗原決定基 と関係が あ る こ と が , 二
重沈降拡散法に よ る結果か ら示さ れ る .
B I お よ び C I･ C ]の 化学的性状 を 比較 す る と
ア ミ ノ 酸組成で は両者 に 差異が あり t B I は C I･ C
Ⅲ に 比 べ リ ジ ン , イ ソ ロ イ シ ン が 少な く ス レ オ ニ ン ,
バ リ ン が 比較的多 い . Ke s sle rら2 4}は C I･ C Ⅱ と類
似の 物質 を単離 し T E Xと名づ け分子量 は 11方 ダ ル
ト ン で あ る と し て い る
. しか し T E Xの ア ミ ノ 酸組成
は従来報告 され て い る C E Aの ア ミ ノ 酸組成 と 差 が な
い と 述 べ て い る . 著者 らが 精製し た B I の ア ミ ノ 酸組
成を Ba njo ら4
4)の 報 告 と 比較 す る と B I はBa njo
らの 報告 に比 べ ア ス パ ラ ギ ン 酸の 含彙 が 少な い こ とが
特徴で あ る .
次に 糖 蛋白で あ る C E Aの 抗原決定基 が蛋白部分 に
ある の か糖部分に あ る の か を知 る た め に , 蛋白含量 と
糖含量 で 抗原性を検討 した と こ ろ , 二 抗 体法 に よ る




4 8)の か糖部分4 4Iと く に N - ア セ テ ル グ ル コ
サ ミ ン が 関与 す る か に つ い て は議論の あ る所で あり ,
それ ら を明 ら か に す る た め に , 抗原 に 種 々 の 修飾を 行
っ て その 影響 を検討 し た . その 結果, 還 元 と ア ル キ ル
化処 動 こ よ り は じ めて 抗原性を失活す る こ と や , 蛋白
分解酵素 に より 抗原活性 を消失す る が ノ イ ラ ミ ダ ー ゼ
処理 で は抗原性 は失活 し な い こ と が判明 し , C E Aの 抗
原性は , 蛋白部分 に 存在す る と い う結論 に 達 し た .
今後は 大腸癌に 対し て 特異抗原決定基 を含 む と考 え
られ る B
′
Ⅰ の 部分の 単離あ る い は それ に 対 す る 抗体
活性を も っ 抗 血清の 作製 に よ り . Tho m s o nら3切 示 し
たよ う な血清学的に 大腸癌特異性 の あ る診断 が可能と
なる と考 え て い る .
結 論
1) ヒ ト大腸癌肝転移組織の P C A抽出物 を Bio -
Gel A5m カ ラ ム で 分画す ると C E A活性 を も っ 3 っ
の分画 (A, B, C) に 分 け られ た . そ れ ら の 分 画は分子
量約6 万ダ ル ト ン か ら 30万 ダ ル ト ン 以 上 に お よ び
, 分
子の 多様性 を示す ,
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2) P C A抽出 物 中 の CE A活 性 分 画 を さ ら に
Sepha c ryl SN 200カ ラ ム で 分離精製 し , 高速液体 ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に より 検討し た . その 結果, 分子量
が均 一 で あ る 2 っ の 成分 (B I と C I･ C Ⅲ) に 分離
す る こ と が で き た .
3 )B I と CI ･ C Ⅲの S D S- P A G Eに よ る分子
量測定の 結果, B I は約 20万 ダル ト ン と約6 万ダル ト
ン より なり , C I･ C 皿 は約6 万ダ ル ト ン の 均 一 な物
質 より な る .
4) B I と C I･ C Ⅲ それ ぞれに 対 す る 抗血清 を
作製し ゲ ル 内沈降反 応を行 っ た . そ の 結果 , C I ･ C
Ⅲ は抗原性 の 異 な る 2種 の 成分か らで き て い て , しか
も胎便 PC A抽出物 と抗原性が 一 致 した .B I は C I ま
た は C Ⅱの い づ れ か と同 じ抗原性を も つ 成 分 と 大腸
癌に 特異的 と考 え ら れ る成分か ら な る .
5) 抗血清の 解析か ら抗 B I血清 は , B Iの 分子 量
約 20方 ダル ト ン の 大腸癌特異抗原分子 と考 え ら れ る
S ubc o mpo n e nt と CE A関連抗原 と考 え ら れ る C I
ま たは C I の 両者 に 共通な約6万ダ リトンの 分子 量の 抗
原 に対する抗体活性をも つ こと お よ び こ の 抗 B I 血清
は , C E A キッ ト (ロ シ ュ 社)の ヤ ギ抗 C E A血酒 よ り大
腸癌 に対す る特異 性 の 高い こ と が明 らか に な っ た .
6 )B 分画が 還 元 ･ 7 ル キ ル 化処理 . 蛋白分解酵 素
処王里で 抗原性を 失活す る こ と か ら CEA 分子 の 糖 蛋白
の う ち蛋白部分 に 抗原決定基が存在 す る と 考 え ら れ
た .
7 )今後 さ ら に C E A を分離 , 精製 す る こ と に よ り ,
大腸癌 に 特異的 な抗 C E A血清の 作製が可能で あ る .
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Studies on Carcin o e mbryollic AntigeIl(CEÅ)fro m Carcino m a of Hu man Digestive Syste m -
Take血i Fukuhara, Surgical Departm e nt of Can cerRe se arch In stitute, Scho ol of Medicine,
Kanaza w aUniversity, Kanazaw a 9 2 0, Japa n. J. Ju z e n･ M edl Soc ･ ,88,867 - 8 81(19 7 9)
Abstm ct To isolate the car cin oe mbryo nic a ntigen(C E A), t heliv e rm etastasis of the c oIo -
r e ctal ade n o c a rcinom a w e re e xtracted with O.6 M perchloric acidacco rding to t he m ethod of
Krupey etal a nd the n w e r efractio n atedinto thre efr a ctio ns(A, B and C)on t he Bio - Gel A-5 m
gel filtra ion c olu m n･ The C EA a ctivities w e r e ass ayed o n e ach fra ction by the zirco nyl phos
･
phate gel(Z-gel) m ethod u sing t he C E A Roche kit･ T he s ethre effactio n s, A , B a nd Cproved
to hav ethe CEA activitie s. By the 5% a c ryla mide gel electropho re si ,the m ole c ularsize having
C E Aa ctivitie s varied from 6 0,0 0 0 dalto n sto m o rethan 3 0 0, 0 0 d al to ns. From these thre e
fra ctions, B a nd C fa ction spr o v ed to be c o nta min ated withe a ch othe rs, SO W etriedto s eparate
the m byt he Sepha c ryl S
-2 0 0gel fntr a io n.
Fr o m B fr a ctio n
,
W eSePa r ated the B I fra ction ha ving C E Aactivitie s and fr om C fr action, We
obtained the mixtu r e of CIa nd C II fr a ctio ns. The BI fra ctions pro v ed to be separated into
2 0 0
,
0 0 d al to n a nd 6 0,0 0 0 d al to n fr a ctions by the SDSrPAG E, Whe r eCIa nd CII fra ctions
show ed t he sa m e mole c ula rsiz eof6 0,0 00 dalton s. Bythe a nalysis of highlys e nsitiv ehighspe ed
liquidchrom atogr aphy, the BI fr a ctio n elu ated ina single pe ak and the CIa nd CII fr a ction s
elu ated at the sa m eposition having sm alle r m ole c ula r siz etha n the BI fra ctio n. Fr om these
results, it is indic ated t hat the B I fra ctio ns we r e separ ated into tw o fractio ns bythe redu ctio n
pr o c edu r e, Wherea sthe CIand CII fra ctio ns w e re u n changed. T he c o mplete separatio n of C Iand
C IIw asim possiblein o u r e xpe rim ents.
From the a n alysis ofantis e ru m ag inst BIo rC Ia nd CII,itc o uld be c o n cluded that B I had
parti al ide ntity with CIa nd C II but that C Ia nd CIIw e re differe nt from e a ch ot he rby the
antige nic dete r mina nt in spite ofthe sa me m olecula r moiety a nd m obility. C Iand CIIpro v ed to
be ide ntic al wit h t he P C Aextr a ctfr o m n or mal m e c o niu m fro mt he a ntige nic analysis. By the
do uble a ntibody te chniqu e u sing anti B Ia ntis e ru m, W e C O uldobtain m o r e speCific a ntibody
SPeCificity again st t he c olo n c a n c e r a ntige ntha nt hec om m e rciala nti C E A Ro che kit.
T he antige n e sity of C E Aafte r both r edu ctio n a nd alkylatio n or the pr oteolytic e n zym e
tr e atm e nt w as de str oyed but n ot afte r n e u r a minidase. T he s efindingsindic ated that m o r e c olon
C a n C e rSPeCific a ntiseru m c o ul d be obtained by the m o re delic ate ap pr o a ch o rby cha n c eget
antibody against BIsubc o mpo ne nt.
